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1 Einleitung 
 
 
1.1 Aspirin-Intoleranz 
 
 
Der Begriff Intoleranz wird unterschiedlich eingesetzt, oft als Oberbegriff im Sinne einer 
Unverträglichkeit einer Substanz (z.B. ein Medikament). Dabei handelt es sich um eine 
Reaktion, die in ihrer klinischen Symptomatik einer klassischen Allergie ähnelt, ohne dass 
eine immunologische Reaktion nachweisbar wäre. Für den Begriff Intoleranz wird auch der 
Begriff Pseudoallergie verwendet (deShazo & Kemp, 1997). Die Begriffe Intoleranz und 
Pseudoallergie sind nicht klar voneinander abgrenzbar und werden oft als Synonyme 
eingesetzt. 
 
Bei einer Allergie handelt es sich um eine angeborene oder erworbene spezifische 
Überempfindlichkeitsreaktion des Immunsystems auf eine körperfremde Substanz. Diese 
eigentlich für den Körper unschädliche Substanz wird als Allergen bezeichnet. Der 
Erstkontakt läuft klinisch stumm ab. Die Sensibilisierungsphase dauert Tage bis Jahre. 
Nach erneutem Kontakt mit dem Allergen kommt es zu Entzündungsreaktionen. Diese 
Reaktionen können an verschiedenen Organsystemen ablaufen wie z.B. Haut, 
Konjunktiven, Nasen-, Rachen-, Bronchialschleimhaut und Magen-Darm-Trakt. Die 
Einteilung nach Coombs und Gell (1963) erfolgt in drei, durch humorale Faktoren 
vermittelte Frühreaktionen (Typ I – Typ III Reaktion) und eine zellulär vermittelte 
Spätreaktion (Typ IV Reaktion). Die Reaktionen können parallel ablaufen oder ineinander 
übergehen. 
 
Bei der Intoleranz werden die Entzündungsreaktionen auf nicht-allergische Weise 
ausgelöst. Die Effektormechanismen (Mastzellen, basophile Granulozyten und ihre 
Mediatoren) werden aktiviert, ohne dass eine immunologische Induktion mit Bildung von 
spezifischen Antikörpern oder T-Lymphozyten nachweisbar ist. Diese überschießende 
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Reaktion wird schon durch eine subtherapeutische Dosis ausgelöst und entspricht dem 
pharmakologischen Wirkprinzip. Aufgrund der gemeinsamen Endstrecke sind allergische 
und nicht-allergische Überempfindlichkeitsreaktionen klinisch nicht differenzierbar (Sachs 
& Merk, 2001). Die Ursachen der Intoleranzreaktion sind nicht geklärt, vermutet wird eine 
genetische Prädisposition (Sanak & Szczeklik, 2000). Pathogenetisch kommen 
verschiedene Mechanismen in Abhängigkeit der Substanz in Frage. 
 
Allgemein können die Reaktionen auf Medikamente in drei Gruppen bzw. Reaktionen 
eingeteilt werden (Demoly et al., 1999). Zu der ersten Gruppe gehören toxische 
Reaktionen, die bei einer Überdosis des Medikaments entstehen können. Bekannte 
pharmakologische Reaktionen (Nebenwirkungen) bei normaler Dosis gehören der zweiten 
Gruppe an. Die Reaktionen dieser beiden Gruppen sind vorhersehbar. Zu den 
unvorhersehbaren Reaktionen (dritte Gruppe) gehören immunologische Reaktionen wie 
Intoleranz und Allergie, Reaktionen aufgrund genetischer Enzymdefekte bzw. –mängel 
(z.B. Glukose-6-Phosphatdehydrogenase-Mangel) oder Reaktionen aus noch ungeklärten 
Mechanismen. 
 
Analgetika sind Substanzen, die schmerzlindernd, schmerzstillend, fiebersenkend und 
zum Teil entzündungshemmend wirken. Man kann sie in periphere und zentrale 
Analgetika einteilen. Zentrale Analgetika hemmen die zentrale Schmerzleitung, 
Schmerzempfindung und Schmerzbewertung. Dabei handelt es sich um Substanzen, die 
chemisch vom Opium abstammen (Opioide). Die peripheren Analgetika wirken durch die 
Hemmung der Schmerzmediatoren und werden eingeteilt in antipyretische und 
antiphlogistische (NSAID, Non Steroidal Anti-Inflammatory Drugs) Analgetika. 
Zu den antipyretischen Analgetika gehören die Salizylate (z.B. Azetylsalizylsäure, 
Aspirin®), Anilinderivate (z.B. Paracetamol, ben-u-ron®) und Pyrazolderivate (z.B. 
Metamizol, Novalgin®). 
Anthranilsäurederivate (z.B. Mefenaminsäure, Parkemed®), Arylpropionsäurederivate 
(z.B. Ibuprofen, Brufen®), Arylessigsäurederivate (z.B. Diclofenac, Voltaren®) und 
Oxicamderivate (z.B. Piroxicam, Felden®) gehören den antiphlogistischen Analgetika an 
(Karow & Lang, 2000). 
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Periphere Analgetika vermindern durch die Hemmung der Cyclooxygenase (COX) die 
Prostaglandinsynthese, wobei Azetylsalizylsäure (ASS) die Cyclooxygenase durch 
Azetylierung der Aminosäure Serin (Ser530 bei COX I; Ser516 bei COX II) (Kalgutkar et al., 
1998) irreversibel hemmt (Abbildung 1.1). 
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Abbildung 1.1: Bildung und Wirkung von Arachidonsäurederivaten 
Periphere Analgetika hemmen die Cyclooxygenase und damit die Produktion und Wirkungen von 
Prostaglandinen. Die Arachidonsäure wird über die Lipoxygenase verstoffwechselt und Leukotriene werden 
gebildet. 
Phospholipase A2 Periphere Analgetika
Phospholipide
(in Zellmenbranen)
Lipoxygenase Arachidonsäure Cyclooxygenase
Entzündung
Chemotaxis
Allergische Reaktion
Anaphylaxie
Bronchokonstriktion
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Bislang wurden zwei Isoformen der Cyclooxygenase nachgewiesen: COX I und COX II 
(Vane et al., 1998). Die COX I Form kommt in vielen Zellen vor und ist ständig aktiv 
(Crofford, 1997). Die COX II Form dagegen wird von Entzündungsfaktoren in 
einwandernden Leukozyten und Makrophagen induziert (Bennett, 2000). Eine weitere 
Isoform COX III wird vermutet, welche ebenfalls durch Entzündungsfaktoren induziert wird, 
aber in einem späteren Stadium der Entzündung auftritt (Willoughby et al., 2000). Einer 
weiteren Forschungsgruppe gelang es, COX III mRNA aus Kortex und Herzen zu isolieren 
(Chandrasekharan et al., 2002). Nach mehrfachen Untersuchungen ist allgemein 
anerkannt, dass die Wirkungen von ASS auf der Hemmung der COX II beruhen und die 
Nebenwirkungen durch die Hemmung der physiologischen COX I verursacht werden 
(Vane, 2000). 
 
Azetylsalizylsäure (Aspirin®) gehört zu den am häufigsten verwendeten Arzneimitteln der 
Welt. Bereits im Altertum wusste man um die fiebersenkende und schmerzlindernde 
Wirkung des Saftes der Weidenrinde. Die Wirkung ist auf den Stoff Salizin zurückzuführen. 
Lange in Vergessenheit geraten, gelang es dem Münchener Andreas Buchner um 1828, 
Salizin durch Extraktion der Weidenrinde zu gewinnen. 1859 entdeckte Hermann Kolbe 
die chemische Struktur der Salizylsäure und ermöglichte deren Synthese durch 
Verbindung von Phenol und Kohlensäure. Die Dauerbehandlung mit Salizylsäure führte zu 
Schleimhautreizungen von Mund, Rachen und Magen, so dass dieser Wirkstoff nur zur 
äußeren Applikation geeignet war. 1897 gelang es Felix Hoffmann durch eine Verbindung 
von Salizylsäure und Essigsäure eine stabile und verträgliche Form, die Azetylsalizylsäure 
(ASS) herzustellen (Steinhoff et al., 1999). In der Folgezeit wurde Aspirin® weltweit 
bekannt und gilt als das am besten untersuchte Medikament (Babu & Salvi, 2000). 
Dennoch entdeckte John Vane erst 1971 den Wirkmechanismus: die Hemmung der 
Cyclooxygenase. 
 
Als eine Nebenwirkung von ASS ist die ASS-Intoleranz beschrieben worden. Bereits 1902 
berichtete Hirschberg über einen Patienten, der nach Einnahme von 1 g ASS mit 
Nesselsucht und Atemnot reagierte. Über die Jahre wurden weitere dieser Fälle bekannt. 
Die Symptome sind sehr vielseitig und mit denen einer allergischen Reaktion vergleichbar: 
Urtikaria, Asthmaanfall, Schwellungen und Rötungen im Gesicht, Rhinitis und Erbrechen. 
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In schweren Fällen kann die Einnahme von ASS zum anaphylaktischen Schock mit 
Herzkreislaufstillstand führen. Die Mehrzahl der ASS-intoleranten Patienten leidet an 
Asthma, Rhinitis allergica, Polyposis nasi, Urtikaria oder chronischen 
Atemwegserkrankungen. In der Regel reagieren die Patienten mit einer Exazerbation ihrer 
Grunderkrankung z.B. reagieren Asthmatiker mit einem Asthmaanfall (Stirling & Chung, 
2001). 
 
Bei den ersten Symptomen einer Intoleranz handelt es sich oft um eine verlängerte und 
beständige Rhinitis, die einem viralen Infekt sehr ähnlich sieht und oft nach einem viralen 
Infekt entsteht (Szczeklik, 1988). Aus diesen Gründen werden die Symptome nicht als 
Entstehung einer Intoleranz wahrgenommen (Jawien, 2002). Die ersten Symptome 
können im Alter von 10 Jahren auftreten und der Altersgipfel liegt durchschnittlich bei 
30 Jahren (Szczeklik et al., 2001b). In einer europäischen Studie (Szczeklik et al., 2000) 
beobachtete man zwei Jahre nach Erscheinen der ersten Symptome wie Rhinitis erste 
Anzeichen einer Asthmaerkrankung. Nach zwei weiteren Jahren wurde eine ASS-
Intoleranz diagnostiziert. Bei 60 % der Patienten wurden zur gleichen Zeit Nasenpolypen 
festgestellt. Für die meisten Patienten bleibt die Diagnose ASS-Intoleranz das ganze 
Leben bestehen (Szczeklik & Sanak, 2000a). 
 
In der Normalbevölkerung beträgt der Anteil der ASS-intoleranten Patienten 
ca. 0,3 - 0,9 % (Settipane et al., 1980). Die Häufigkeitsverteilung für Rhinitis ist der 
Normalbevölkerung mit ca. 1,4 % ähnlich. Unter Asthmatikern findet man verschiedene 
Häufigkeiten, je nach Schweregrad des Asthmas zwischen 10 - 20 % (May et al., 2000), 
(Szczeklik & Sanak, 2000a). Bei Patienten mit Polyposis nasi sind zwischen 6 - 15 % an 
einer ASS-Intoleranz erkrankt (May et al., 2000). Die Häufigkeitsverteilung für Patienten 
mit chronischer Urtikaria liegt bei ca. 21 - 30 % (deShazo & Kemp, 1997), (Settipane, 
1983). Die Assoziation von Asthma, Polyposis nasi und ASS-Intoleranz wird als 
Aspirin-Trias bezeichnet und ist in ca. 7,6 % der ASS-intoleranten Fälle zu finden 
(Schiavino et al., 2000). Unter den Geschlechtern gibt es Unterschiede: Frauen sind 
häufiger betroffen als Männer (2,3 : 1) und der Verlauf beginnt früher und ist progressiver 
(Szczeklik et al., 2001b). Vermutlich kann die Intoleranz vererbt werden. In einer Studie 
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mit 400 untersuchten Patienten zeigte sich bei 5,1 % ein familiäres Auftreten, das 
meistens Geschwister betraf (Sanak & Szczeklik, 2000). 
Die Diagnose einer ASS-Intoleranz basiert oft auf anamnestischen Angaben. Um die 
Diagnose zu verifizieren, sollte ein Provokationstest durchgeführt werden (Wedi & Kapp, 
2000). Dieser Test ist jedoch nicht ohne Risiko, weshalb er nicht immer gemacht wird. Es 
gibt drei verschiedene Möglichkeiten zu provozieren: oral, inhalativ und nasal. Der orale 
Provokationstest wird am häufigsten verwendet. Es gibt allerdings kein einheitliches 
Standardverfahren für die Durchführung. So schwanken die Intervalle zwischen den 
Gaben zwischen 30 Minuten und 2 Stunden. Ebenfalls ist die Gesamtdosis verschieden 
(461 - 1165 mg) (Melillo et al., 2001). Ähnlich verhält es sich bei den anderen 
Provokationstests. Auch hier gibt es kein einheitliches Testverfahren. Der nasale Test hat 
eine verminderte Sensitivität im Vergleich zum oralen und inhalativen Test (Szczeklik & 
Stevenson, 1999). Ein negativer nasaler Provokationstest schließt deshalb eine 
ASS-Intoleranz nicht aus. Der Vorteil des inhalativen Tests im Vergleich zum oralen Test 
ist, dass er wenige systemische Wirkungen verursacht, so dass vermutet wird, dass er den 
oralen Test ersetzen wird (Melillo et al., 2001). 
Andere Labortests zur Diagnose einer ASS-Intoleranz sind untersucht worden. So wurden 
Leukozyten mit ASS stimuliert und die Konzentration an Leukotrienen gemessen 
(Pierzchalska et al., 2000). Es konnte nicht gezeigt werden, dass die Konzentration 
signifikant höher war als bei ASS-toleranten Patienten und Kontrollgruppen. Weitere 
Testverfahren (May et al., 1999), (Lebel et al., 2001), (Czech et al., 1995) konnten sich 
ebenfalls nicht etablieren, so dass der Provokationstest weiterhin den Goldstandard in der 
Diagnose der ASS-Intoleranz darstellt. 
Wichtig bei der ASS-Intoleranz ist, dass es zu Kreuzreaktionen mit anderen NSAIDs 
kommen kann, d.h. dass es sich bei einer ASS-Intoleranz meist um eine 
Analgetika-Intoleranz handelt (Asero, 1999). Prinzipiell kann der Prädisponierte auf jeden 
Cyclooxygenasehemmer reagieren. Eine Aufklärung der Patienten ist deshalb besonders 
wichtig. 
 
Neue selektive Cyclooxygenasehemmer, die überwiegend die COX II hemmen (z.B. 
Rofecoxib), bieten eine Lösung für die ASS-intoleranten Patienten (Hinrichs et al., 2001). 
Allerdings sind bislang keine Langzeitstudien veröffentlicht worden, die Patienten 
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beobachten, die das Medikament in höheren Dosen und über eine längeren Zeitraum 
einnahmen (Szczeklik et al., 2001a). Ein Fallbericht zeigt, dass die COX II-Hemmer nicht 
für alle ASS-intoleranten Patienten eine Lösung darstellen. Es wird über eine 78-jährige 
Patientin berichtet, die an Asthma leidet und nach drei Dosen Rofecoxib (je 25 mg) einen 
Asthmaanfall erlitt. Bei dieser Patientin war eine Reaktion auf ASS in der Vergangenheit 
bekannt (Passero & Chowdhry, 2003). 
 
Eine Möglichkeit der medikamentösen Therapie des ASS-intoleranten Asthmas bieten 
Leukotrienrezeptorantagonisten wie Montelukast (Dahlen et al., 2002). Neue Studien 
zeigen, dass die Antagonisten effektiv sind (Ragab et al., 2001), (Camargo et al., 2003). 
Klinische Studien haben gezeigt, dass der Gebrauch von β-Mimetika und Glukokortikoiden 
reduziert werden kann, indem man Leukotrienrezeptorantagonisten in die Therapie 
einbezieht (Warner, 2001). 
 
Eine wichtige Rolle spielt die ASS-Desensibilisierung auch im Hinblick auf die Verwendung 
von ASS zur Thrombozytenaggregationshemmung. Eine Indikation zur Einnahme von 
ASS ist die Thrombose-/Embolieprophylaxe, die Prävention zerebraler 
Durchblutungsstörungen und die Anwendung bei der Koronaren Herzkrankheit sowie 
akutem Koronarsyndrom und dessen Prävention (Babu & Salvi, 2000). In einer Studie 
wurden 30 Patienten mit 100 mg ASS täglich über ein Jahr behandelt. Sie zeigten eine 
Besserung der klinischen Symptomatik, die Desensibilisierung war erfolgreich. Der genaue 
Mechanismus ist jedoch nicht geklärt (Gosepath et al., 2001). Es wird ein Rückgang der 
Expression der Rezeptoren vermutet (Sousa et al., 2002). 
 
Der Pathomechanismus der ASS-Intoleranz ist bis heute nicht befriedigend geklärt. Sicher 
ist, dass es nach der Einnahme von ASS zu einer Freisetzung von 
bronchokonstriktorischen und permeabilitätssteigernden Mediatoren wie Histamin, 
Bradykinin und Leukotrienen kommt. Wie bereits beschrieben, inaktiviert ASS die 
Cyclooxygenase durch Azetylierung. Die Arachidonsäure wird allerdings weiterhin über die 
Lipoxygenase verstoffwechselt und es entsteht ein relativer Überschuss an Leukotrienen. 
Die ersten therapeutischen Erfolge mit Leukotrienantagonisten bei Asthmapatienten 
weisen auf die Bedeutung der Leukotriene hin (Henderson et al., 2002), (Salvi et al., 
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2001). Um sich ein genaues Bild der Leukotriene, ihrer Funktion und Auswirkungen zu 
machen, sollte man den Stoffwechsel genauer betrachten, um so weitere Ansätze für die 
Ursachen der ASS-Intoleranz zu finden. 
 
1.2  Leukotriene und ihre Rezeptoren 
 
 
Leukotriene gehören zur Familie der Lipidmediatoren, die involviert sind in akute und 
chronische Entzündungsreaktionen und Allergien. Leukotriene sind körpereigene 
Metaboliten des Arachidonsäurestoffwechsels. Sie wirken u.a. chemotaktisch, 
bronchokonstriktorisch und vasoaktiv (Bisgaard, 2001). Mittels Lipoxygenase wird 
Arachidonsäure über Zwischenprodukte in Leukotrien A (LTA, Epoxyderivat), dieses 
wiederum in Leukotrien B (LTB, Dihydroxyderivat), Leukotrien C, D und E umgewandelt. 
Der Begriff der Leukotriene wurde gewählt, da die Substanzen zunächst in Leukozyten 
entdeckt wurden und ihre Struktur einer typischen Trienstruktur (drei konjugierte 
C-Doppelbindungen) entspricht (Samuelsson, 2000).  
1938 entdeckten Feldberg und Kellaway eine Substanz, die als Slow-Reacting Substance 
of Anaphylaxis (SRS-A) bezeichnet wurde. Diese Substanz bewirkte die Kontraktion der 
glatten Muskulatur der Lunge und der biologische Effekt war im Vergleich zu Histamin 
stärker. Bei dieser Substanz handelte es sich um ein Gemisch von LTC4, LTD4 und LTE4 
(Löffler & Petrides, 1997). 
 
Die Leukotriene entstehen aus Arachidonsäure (AA), die durch die Phospholipase A2 
(PLA2) aus Phospholipiden freigesetzt wird. Die cytosolische Phospholipase A2 (cPLA2) 
wird Ca2+-abhängig in die Membran des Zellkerns verlagert und damit aktiviert (Glover et 
al., 1995). AA ist eine vierfach ungesättigte essentielle Fettsäure, die sich nach 
Freisetzung an das 5-Lipoxygenase-aktivierende-Protein (FLAP) bindet. FLAP ist ein 
18 kDa großes, in der Membran des Zellkerns befindliches Protein (Miller et al., 1990). Es 
präsentiert die gebundene AA der 5-Lipoyxgenase (5-LO) (Peters-Golden & Brock, 2000). 
Die 5-LO führt zur Bildung einer Hydroperoxydstruktur am C-Atom der AA. Durch 
Umlagerung der Doppelbindungen entsteht eine Verbindung mit drei konjugierten 
Doppelbindungen, das instabile Leukotrien A4. Die Aktivierung der 5-LO erfolgt durch eine 
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Neuverteilung der löslichen Form im Cytosol zur membranständigen Form (Rouzer & 
Kargman, 1988). Diese Ortsveränderung ist - soweit bekannt - abhängig von der 
Anwesenheit von Ca2+ und der Phosphorylierung der p38 MAP Kinase (Mitogen-
aktivierte Protein Kinase) (Flamand et al., 2002). 
Das instabile Leukotrien A4 (LTA4) ist der Ausgangspunkt für die Biosynthese der anderen 
Leukotriene, die in zwei Richtungen abläuft (Salvi et al., 2001). Die LTA4-Hydrolase 
katalysiert die Bildung von Leukotrien B4 (LTB4), einem Dihydroxyleukotrien (Minami et al., 
1987). Die LTA4-Hydrolase ist ein zinkhaltiges Enzym mit der Aktivität einer 
Epoxidhydrolase und Aminopeptidase (Haeggstrom, 2000). LTB4 ist eine potente 
chemotaktische Substanz (O'Byrne, 2000) und spielt bei verschiedenen Erkrankungen 
eine Rolle, z.B. bei Nephritis, Arthritis und Dermatitis (Yokomizo et al., 2001). 
Die LTC4-Synthase (LTC4-S) katalysiert die Reaktion von LTA4 zu LTC4, indem sie das 
Tripeptid Glutathion (Cystein, Glycin und Glutamat) an LTA4 anlagert. Die LTC4-S (18 kDa) 
ist eine Mg2+-abhängige Glutathion-S-Transferase, deren genetische Information auf dem 
Chromosom 5q35 liegt (Penrose, 1999). Sie ist zu 30 % mit dem 5-Lipoxygenase-
aktivierenden-Protein identisch (Sjostrom et al., 2002). Das Enzym verteilt sich auf die 
äußere Zellkernmembran und das endoplasmatische Retikulum (Christmas et al., 2002). 
Die Expression wird durch Zytokine wie Interleukin (IL)-3 und IL-5 beeinflusst (Sanak & 
Sampson, 1999). LTC4 wird durch einen Carrier-vermittelten Transport aus der Zelle 
exportiert (Lam et al., 1989). Durch schrittweise Abtrennung von Glutamat 
(γ-Glutamyl-Transpeptidase) und Glycin (Dipeptidase) entstehen die extrazellulären 
Metaboliten LTD4 und LTE4 (Funk, 2001). Die Leukotriene LTC4, LTD4 und LTE4 werden 
als Cysteinyl-Leukotriene bezeichnet, da sie alle die Aminosäure Cystein (Cys) gebunden 
haben. 
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Abbildung 1.2: Leukotrienbiosynthese 
Arachidonsäure wird über zwei Wege verstoffwechselt. Über die 5-Lioxygenase entsteht über das 
Zwischenprodukt 5-HPETE (5-Hydroperoxy-6,8,11,14-Eikosatetraen-Säure) LTA4. LTC4-Synthase katalysiert 
die Reaktion LTA4 zu LTC4. Durch Abspaltung von Glutamat entsteht LTD4 und von Glycin LTE4. Durch die 
LTA4-Hydrolase entsteht LTB4 aus LTA4. Der zweite Weg wird durch die 12- bzw. 15-Lipoxygenase 
katalysiert. Es entstehen über 12- bzw. 15-HPETE und 12- bzw. 15-HETE (15-Hydro-6,8,11,14-
Eikosatetraen-Säure) schließlich die Lipoxine A4 (LXA4) und B4 (LXB4). Dabei handelt es sich um 
Arachidonsäurederivate, die antiinflammatorische Eigenschaften besitzen. 
 
Die Leukotriene interagieren mit spezifischen Rezeptoren, die als Cysteinyl-
Leukotrienrezeptoren (CysLTR) bezeichnet werden. Studien haben gezeigt, dass es sich 
um mindestens zwei Rezeptoren (CysLTR1 und CysLTR2) handelt (Capra et al., 1998). 
Es sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren. Ihr Aufbau besteht aus sieben 
Transmembrandomänen – aus drei extrazellulären und drei cytoplasmatischen Schleifen. 
Der N-Terminus liegt extrazellulär und ist Ziel der Metaboliten, die an den Rezeptor 
binden. Intrazellulär befindet sich der C-Terminus und dort findet die Bindung des 
G-Protein, die Phosphorylierung und andere intrazelluläre Vorgänge statt (Johnson & 
Druey, 2002). 
Arachidonsäure
12 bzw.15-HPETE5-HPETE
12-bzw.15-Lipoxygenase5-Lipoxygenase
LTA45-HETE 12 bzw.15-HETE
LXB4LXA4LTC4 LTB4
LTD4
LTE4
5-Lipoxygenase
LTC4-Synthase LTA4-Hydrolase
γ-Glutamyltranspeptidase
Dipeptidase
1 Einleitung 
 
 
12 
Der CysLTR1 ist definiert als derjenige Rezeptor, welcher sensitiv auf die klassischen 
Leukotrienantagonisten reagiert (SKF-104353, ICI-204, ICI-219, MK-571, MK-476 und 
ONO-1078). Der CysLTR2 dagegen wird nicht von diesen Antagonisten blockiert. Der 
Antagonist BAY u9773 hemmt sowohl CysLTR2 als auch CysLTR1 (Nicosia et al., 2000). 
Die Klonierung des ersten Rezeptors gelang 1999 (Lynch et al., 1999), (Sarau et al., 
1999). Das Gen liegt auf dem X-Chromosom (Xq13-q21). Die mRNA kodiert ein Protein 
(38,5 kDa) aus 337 Aminosäuren. Der CysLTR1 bindet bevorzugt LTD4 und mit geringerer 
Affinität auch LTC4 und LTE4 (James & Sampson, 2001). Nach Bindung erfolgt die 
Aktivierung des Rezeptors über einen Anstieg der Ca2+-Konzentration. Nach 
verschiedenen molekulargenetischen Untersuchungen wurde die Expression des 
CysLTR1 in vielen Geweben nachgewiesen. Hauptsächlich findet man CysLTR1 in der 
glatten Muskulatur des Bronchialgewebes, in der Milz, in peripheren Leukozyten, 
Gewebsmakrophagen, Monozyten und Eosinophilen. Die Aktivierung des Rezeptors 
bewirkt die Kontraktion und Proliferation der glatten Muskulatur der Bronchien, führt zu 
einem Ödem und fördert die eosinophile Migration (Lynch et al., 1999). CysLTR1 wurde 
auch in menschlichen pulmonalen Venen entdeckt, dort verursacht seine Aktivierung eine 
Kontraktion des Gefäßes (Walch et al., 2000). 
 
Im Jahre 2000 wurde die Klonierung des zweiten Rezeptors publiziert (CysLTR2) (Heise et 
al., 2000). Das Gen liegt auf dem Chromosom 13q14. Der CysLTR2 ist ein 
346 Aminosäuren großes Protein, das mit dem CysLTR1 zu 38 % identisch ist. Es bindet 
LTC4 und LTD4 mit gleicher und LTE4 mit verminderter Affinität (Takasaki et al., 2000). Die 
Wirkung wird ebenfalls über eine Änderung der Ca2+-Konzentration vermittelt. Die 
Expression des zweiten Rezeptors zeigt sich ebenfalls in der glatten Muskulatur des 
Bronchialgewebes, in der Milz, den Gewebsmakrophagen, Eosinophilen und Leukozyten. 
Zudem wurde der CysLTR2 in Purkinjezellen, im Nebennierenmark, im Gehirn, in der 
Plazenta (Nothacker et al., 2000) sowie in der glatten Muskulatur der Koronararterie, im 
Vorhof und im Ventrikel des Herzens gefunden (Kamohara et al., 2001). Im Endothelium 
der pulmonalen Venen und Arterien wird durch die Aktivierung der CysLTR2 Stickoxid 
(NO) freigesetzt, das eine Relaxation des Gefäßes zur Folge hat. In der pulmonalen Vene 
sind die beiden Rezeptoren CysLTR1 und CysLTR2 Gegenspieler (Walch et al., 2000). 
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Die ASS-Intoleranz ist bis zum heutigen Tage nicht vollständig aufgeklärt. Die Symptome 
stehen in Zusammenhang mit der Hemmung der Cyclooxygenase durch 
Azetylsalizylsäure, die eine vermehrte Bildung von Leukotrienen zur Folge hat. Unklar ist, 
warum nur bei einigen Patienten eine ASS-Intoleranz auftritt. 
Einige Untersuchungen haben ergeben, dass bei ASS-intoleranten Patienten eine erhöhte 
Konzentration an LTC4-Synthase (mRNA) in Bluteosinophilen sowie eine erhöhte basale 
Leukotrienbiosynthese vorhanden sind (Cowburn et al., 1998). Letztere kann zur renalen 
Ausscheidung von LTE4 führen (Arm & Austen, 2002), die nach Provokation mit ASS 
signifikant verstärkt wird (Mita et al., 2001). Ebenfalls konnten Leukotriene in der 
ausgeatmeten Luft bei ASS-intoleranten Patienten gemessen werden (Antczak et al., 
2002), (Montuschi & Barnes, 2002).  
Andere Faktoren wie IL-5 scheinen ebenfalls eine Rolle bei der ASS-Intoleranz zu spielen. 
Die Konzentration von IL-5 korreliert mit der Expression von LTC4-Synthase in 
Eosinophilen aus bronchoalveolären Lavage (Szczeklik & Sanak, 2000b), aber nicht im 
peripheren Blut (Mastalerz et al., 2001). Der mögliche Mechanismus von IL-5 ist, die 
Funktion von Eosinophilen zu verändern, indem es die Affinität der Rezeptoren zu 
Leukotrienen verbessert (Thivierge et al., 2000). 
 
Eine Teilerklärung für die Überproduktion von Leukotrienen bietet die Sequenzvariante im 
Promotor der LTC4-Synthase (Sanak et al., 1997). Es handelt sich um den Austausch von 
Adenosin durch Cytosin an der Position 444 (A444 bzw. C444). Dieser Polymorphismus 
kann einen Risikofaktor für die Entstehung der ASS-Intoleranz darstellen. Die homozygote 
Variante (C444) fand man häufiger bei den untersuchten Proben von ASS-intoleranten 
Patienten (Sampson et al., 2000). 
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1.3  Fragestellung 
 
 
Angesichts der Tatsache, dass in Europa und weltweit Aspirin® und NSAIDs häufig 
verschrieben und angewandt werden, sollte die Pathogenese der ASS-Intoleranz 
aufgeklärt werden (1997 betrafen 7,7 % der Verschreibungen in Europa NSAIDs (Jones, 
2001)).  
Die Bedeutung von Aspirin® und NSAIDs liegt vor allem in der Nutzung als Analgetikum. 
Aspirin hat jedoch große Bedeutung als Thrombozytenaggregationshemmer insbesondere 
in der Prävention bei myokardialen sowie zerebralen Durchblutungsstörungen. 
Wie aus der Einleitung deutlich wird, ist die Pathogenese der ASS-Intoleranz nicht 
ausreichend erklärt. 
Es ist klar, dass es den Phänotypen des ASS-intoleranten Patienten gibt. Jetzt gilt es den 
Genotypen zu identifizieren. 
Der erste Ansatz einer Erklärung war die Entdeckung des Polymorphismus der 
LTC4-Synthase. Untersuchungen haben gezeigt, dass ASS-intolerante Patienten häufiger 
eine homozygote Variante aufweisen als ASS-tolerante Patienten. Dies bietet eine 
Teilerklärung, da es ASS-intolerante Patienten gibt, die keine Variante aufweisen. 
Für das bessere Verständnis müssen deshalb weitere Faktoren gesucht werden, die an 
der Entstehung der ASS-Intoleranz beteiligt sind. Verfolgt man den Syntheseweg der 
Leukotriene, so bietet dieser verschiedene Ansatzpunkte, die untersucht werden können. 
Aus diesen Gründen sollen in der vorliegenden Arbeit die Rezeptoren untersucht werden. 
Ziel meiner Arbeit war es, die erst kürzlich klonierten Rezeptoren CysLTR1 und CysLTR2 
genauer zu betrachten. In Bezug auf die ASS-Intoleranz stellte sich die Frage, ob 
mögliche Veränderungen in der Sequenz der Rezeptoren mit verantwortlich sind für die 
Entstehung der ASS-Intoleranz.  
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2 Material und Methoden 
 
 
2.1  Material 
 
 
Das Material in Form von Blutproben stammt aus einer multizentrischen Studie. 
Gesammelt wurden Blutproben aus Deutschland, aus der Schweiz sowie aus Italien. 
Jedem Probanden wurden mindestens fünf Milliliter venöses Blut in ein EDTA-Röhrchen 
entnommen und bei –80°C bis zur weiteren Analyse ge lagert. 
Insgesamt wurden 133 Fälle sowie 270 Kontrollen untersucht. Bei den Fällen handelte es 
sich um Personen ab dem 18. Lebensalter, die das klinische Bild einer pseudoallergischen 
Reaktion auf Azetylsalizylsäure oder NSAIDs aufwiesen. Die Anamneseerhebung erfolgte 
durch erfahrene Ärzte.  
Die Zusammenstellung der Kontrollen orientierte sich an der Alters- und 
Geschlechtsverteilung der Fälle. Es handelt sich hierbei um randomisierte Personen aus 
der Bevölkerung. 
 
 
2.2  DNA-Extraktion aus Vollblut oder Serum 
 
 
Reagenzien: 
 
• QIAamp blood kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) 
AL-Puffer 
AW-Puffer 
AE-Puffer 
• Protease (Qiagen, Hilden, Deutschland) 
Konzentration: 20 mg/ml 
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• Ethanol 
Konzentration: 96 - 100 % 
 
Durchführung: 
 
Die gesammelten Proben in Form von EDTA-Vollblut oder Serum wurden mit dem 
QIAamp Blood Kit behandelt. Für die Extraktion der DNA wurden 200 µl EDTA-Blut oder 
Serum eingesetzt und in ein 1,5 ml großes Reaktionsgefäß (Eppendorf, Hamburg, 
Deutschland) pipettiert (Pipetten, Eppendorf, Hamburg, Deutschland; Pipettenspitzen, 
Sorenson, BioScience Inc., Salt Lake City, UT, USA.). Nach Zufügen von 25 µl Protease 
(Qiagen, Hilden, Deutschland) wurde die Lösung gemischt. Anschließend wurden 200 µl 
AL-Puffer zugegeben und direkt intensiv gevortext (Vortex MS1 Minishaker IKA®, 
Wilmington, DE, USA). Nach der Inkubation bei 70 °C  im Wasserbad für zehn Minuten 
wurden 210 µl Ethanol hinzupipettiert und das Gemisch erneut gevortext. Das Gemisch 
wurde dann in eine QIAamp spin column (Qiagen, Hilden, Deutschland) umgefüllt, ohne 
den Rand zu benetzen. Nach der Zentrifugation (Centrifuge 5417 R, Eppendorf, Hamburg, 
Deutschland) bei 6000 - 20000 x g für eine Minute, wurde die QIAamp spin column in ein 
neues 2 ml großes Reaktionsgefäß umgefüllt und das vorherige Gefäß mitsamt Filtrat 
verworfen. Anschließend wurde die QIAamp spin column vorsichtig geöffnet und nach 
Zugabe von 500 µl AW-Puffer bei 6000 x g für eine weitere Minute zentrifugiert. Dieser 
Vorgang wurde wiederholt und diesmal bei 20000 x g für drei Minuten zentrigugiert. Die 
Gefäße mitsamt Filtrat wurden stets verworfen. Schließlich wurde die QIAamp spin column 
in ein 1,5 ml großes Reaktionsgefäß gestellt und mit 200 µl auf 70 °C im Heizblock (Unitek 
HB-130, SEL-Laboratory Products, Luton, UK) vorgewärmten AE-Puffer eluiert. Nach einer 
Minute Einwirkzeit bei Raumtemperatur und erneutem Zentrifugieren bei 6000 x g für eine 
Minute, war die DNA für die Amplifikation fertig. Das Elutionsvolumen betrug 50 µl und 
man erhielt aus 200 µl Vollblut ungefähr 3 -12 µg DNA. 
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2.3  Konventionelle Polymerasekettenreaktion (PCR) 
 
 
Reagenzien: 
 
• Oligonukleotidprimer für Rezeptor 1 und 2  
Konzentration: 20 pmol/µl (Tib Molbiol, Berlin, Deutschland) (siehe Tabelle 2.1, 2.2) 
• DNA-Polymerasen: 
AmpliTaq Gold™ DNA-Polymerase (Perkin Elmer, Rodgau-Jügesheim, 
Deutschland) 
Konzentration: 5 Units/µl 
Pfu Turbo DNA-Polymerase (Stratagene, La Jolla, CA, USA) 
Konzentration: 2,5 Units/µl 
• PCR-Puffer: 
Für AmpliTaq Gold™ Polymerase  Für Pfu Polymerase 
10 x Reaction Buffer  10 x Reaction Buffer 
(Applied Biosystems, Darmstadt,  (Stratagene, La Jolla, CA, 
Deutschland)  USA) 
100 mM KCl 100 mM KCl 
100 mM (NH4)2SO4 100 mM (NH4)2SO4 
200 mM Tris-Cl (pH=8,8)  200 mM Tris-Cl (pH=8,75) 
20 mM MgSO4 20 mM MgSO4 
1% Triton® X-100 1% Triton® X-100 
1 mg/ml BSA 1 mg/ml BSA 
• Desoxynukleosidtriphosphate (dNTP) (Roche, Mannheim, Deutschland) 
dATP, dGTP, dCTP, dTTP 
Konzentration: 1,875 mM 
• H2O (aqua ad iniectabilia) (Delta-Pharma, Deerfield, IL, USA) 
• MgCl2-Solution (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland)  
Konzentration: 25 mM 
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Tabelle 2.1: Primer für den Leukotrienrezeptor 1 (GenBank™ AF119711) 
Primer  Sequenz 
LTR 32 S 5’ - ACG GTA CCA TGG ATG AAA CAG G  - 3’  
LTR 33 A 5’ - CCT CTA GAA ATG GGT TTA AAC TAT AC  - 3’ 
LTR 34 S 5’ - GCC GCC AGT GTG ATG GAT ATC  - 3’   
LTR 35 S 5’ - GTG ATG GAT ATC TGC AGA ATT C  - 3’  
LTR 36 S 5’ - GCC GCC TCA GCA CCT AT  - 3’    
LTR 37 A 5’ - TTA GAC AGT TCA GTA TTT TTC CGA  - 3’  
LTR 1.1 A 5’ - ATG AGA TAG AGT TGT AGG CCC A  - 3’  
LTR 1.2 S 5’ - CAC AAT GAT CAT TTT GAC CTT ACT AA  - 3’ 
LTR 2.1 A 5’ - ACG ACC ATG ATC ATT CCT ATA GC  - 3’  
LTR 2.2 S 5’ - CAG CCT TCC AAG TAT ACA TGA TT  - 3’  
LTR 3.1 A 5’ - CCA AAT GCC TTT GTG AAC ATA A  - 3’  
LTR 3.2 S 5’ - GCT TGC TGC TGT GGT CAA - 3’    
 
 
Tabelle 2.2: Primer für den Leukotrienrezeptor 2 (GenBank™ AF254664) 
Primer  Sequenz 
LTR 38 S 5’ - ATG GAG AGA AAA TTT ATG T  - 3’   
LTR 39 S 5’ - GAA AAT TTA TGT CCT TGC AAC CA  - 3’  
LTR 40 S 5’ - GGC ACC TTC AGC AAT AAC  - 3’    
LTR 41 A 5’ - TAT ACT CTT GTT TCC TTT C  - 3’   
LTR 42 A 5’ - CAA CCA CAC ACT AAC AG  - 3’    
 
 
Durchführung: 
 
Das Grundprinzip der Polymerasekettenreaktion (PCR, Polymerase chain reaction) ist die 
enzymatische Duplikation einer definierten DNA-Sequenz. Hierbei wird ein 
sequenzspezifisches, komplementäres Oligonukleotidpaar (Sense und Antisense Primer), 
eine thermostabile DNA-Polymerase sowie ein Gemisch der vier Nukleotide (Guanin, 
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Adenosin, Thymin und Cytosin) benötigt. Die Primer werden so gewählt, dass die 
Zielsequenz zwischen ihnen liegt.  
Die Duplikation vollzieht sich in drei Phasen: 
 
Bei der Denaturierung wird durch Einwirken einer hohen Temperatur (> 92 °C) der DNA-
Doppelstrang in zwei Einzelstränge aufgetrennt. Bei der anschließenden Abkühlung 
(Annealing) des Reaktionsansatzes lagern sich die Oligonukleotidprimer an die 
entsprechenden DNA-Abschnitte an. Die optimale Anlagerungstemperatur ist abhängig 
von der Länge und der Basenzusammensetzung der Primer (40 °C - 60 °C). Mit Hilfe einer 
hitzestabilen Polymerase und der Desoxynukleosidtriphosphate werden in der 
Elongationsphase Kopien der DNA erstellt. Das Temperaturoptimum der Polymerase 
beträgt 72 °C. 
Dieser Zyklus wird dreißig- bis vierzigfach wiederholt. Zwei zusätzliche Reaktionsschritte 
werden nur einmal durchgeführt: Vor Beginn der Zyklen eine vollständige Denaturierung 
der DNA bei 94 °C und abschließend eine Phase zur B eendigung aller begonnenen 
Polymerisationen (72 °C). 
 
Zunächst erfolgte die Durchführung von Polymerasekettenreaktionen mit verschiedenen 
Ansätzen und PCR-Programmen. Es wurden unterschiedliche Annealingtemperaturen und 
Zeiten der Phasen ausprobiert. Außerdem wurden verschiedene Versuche mit 
unterschiedlichen Konzentrationen von Primern, MgCl2, der zu untersuchenden DNA und 
Polymerasen (AmpliTaq Gold Polymerase und Pfu Polymerase) durchgeführt. Nach 
einigen Versuchen erwiesen sich die Primer LTR 32 und LTR 33 für Rezeptor 1 und die 
Primer LTR 39 und LTR 42 für Rezeptor 2 als geeignet. Im Verlauf zeigte sich die weitere 
Analyse (Cycle Sequencing 2.6) für Rezeptor 1 als schwierig, so dass das Sequenzstück 
in drei Teile geteilt und neue Primer erstellt wurden (LTR 1.1, 1.2, 2.1, 2.2, 3.1 und 3.2). 
 
Nach diesen Experimenten wurden die optimalen PCR Bedingungen für Rezeptor 1 und 2 
festgelegt (siehe Tabelle 2.3). 
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Tabelle 2.3: Optimale Bedingungen für die PCR der Leukotrienrezeptoren  
Reagenzien Rezeptor 1 Rezeptor 1 (2) Rezeptor 2 
Buffer 
10xReaction 
 5,0 µl   5,0 µl   5,0 µl  
MgCl2 (25 mM)  2,0 µl   6,0 µl   2,0 µl  
dNTP (1,875 mM)  3,0 µl   6,0 µl   3,0 µl  
Primer F  1,0 µl   2,0 µl   1,0 µl  
Primer R  1,0 µl   2,0 µl   1,0 µl  
Polymerase  0,2 µl   0,4 µl   0,2 µl  
DNA  2,5 µl   2,0 µl   2,5 µl  
H2O  35,3 µl   22,6 µl   35,3 µl  
Endvolumen  50,0 µl   50,0 µl   50,0 µl  
Bemerkung Primer LTR 32,33; 
Pfu Polymerase 
Primer LTR 1.1, 
1.2, 2.1, 2.2, 3.1, 
3.2; 
AmpliTaq Gold 
Polymerase 
Primer LTR 39,42; 
Pfu Polymerase 
 
 
Die Reagenzien wurden zunächst bis auf die DNA zu einem Master-Mix in ein 
Reaktionsgefäß (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) pipettiert (Pipetten, Eppendorf, 
Hamburg, Deutschland; Pipettenspitzen, Sorenson, BioScience Inc., Salt Lake City, UT, 
USA.) und danach vermischt (MS1 Minishaker IKA®, Wilmington, DE, USA). In PCR-
Tubes (MirkroAmpTM, Perkin Elmer, Rodgau-Jügesheim, Deutschland) wurden 47,5 µl 
(bzw. 48 µl) des Master-Mixes und 2,5 µl (bzw. 2 µl) der DNA gefüllt und mit PCR-Caps 
(MirkroAmpTM, Perkin Elmer, Rodgau-Jügesheim, Deutschland) verschlossen. Als 
Negativkontrolle wurde statt DNA Wasser hinzugefügt. Als Positivkontrolle wurde eine 
DNA mit bekanntem Ergebnis amplifiziert. Die Proben wurden in den Thermozykler 
(GeneAmp PCR System 9600, Perkin Elmer, Rodgau-Jügesheim, Deutschland) eingesetzt 
und das Programm gestartet. 
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In Tabelle 2.4 sind die optimalen PCR-Programme für Leukotrienrezeptor 1 und 2 
dargestellt. 
 
Tabelle 2.4: PCR-Programme für die Leukotrienrezeptoren 1 und 2 
Phasen Rezeptor 1 Rezeptor 1 (2) Rezeptor 2 
Denaturierung 94 °C 3 Min.  95 °C 10 Min.  94 °C 3 Min.  
Amplifikation       
Denaturierung 94 °C 1 Min.  95 °C 30 Sek.  94 °C 1 Min.  
Annealing 54 °C 1 Min.  51 °C 30 Sek.  60 °C 1 Min.  
Elongation 72 °C 2 Min.  72 °C 45 Sek.  72 °C 2 Min.  
Finale Elongation 72 °C 10 Min.  72 °C 4 Min.  72 °C 10 Min.  
Zyklen 35 40 35 
Basenlänge ca. 1000 bp 1.2 + 1.1 525 bp 
2.2 + 2.1 546 bp 
3.2 + 3.1 405 bp  
998 bp 
 
 
Die Ergebnisse der PCR wurden gelelektrophorisch (siehe Kapitel 2.4) dargestellt. 
 
 
2.4  Elektrophorese der Amplifikationsprodukte auf Agarose-
Gel 
 
 
Reagenzien: 
 
• Agarose-Gel 2 % 
Inhalt: LE Agarose (Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland) 
50xTAE-Puffer 
• Ethidiumbromid (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
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• 50xTAE-Puffer 
Inhalt: 242 g Tris-Base (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
57,1 ml Essigsäure (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
100 ml EDTA (500 mM, ph 8,0) (Sigma, München, Deutschland) 
ad 1 l aqua dest. 
• 10fach DNA-Gel-Ladepuffer  
Inhalt: 2,5% Ficoll® 400 Promega (Pharmacia, Freiburg, Deutschland) 
0,025% Orange G (Sigma, München, Deutschland) 
• DNA-Marker 50-1000 bp (FMC, Rockland, ME, USA) 
 
Durchführung: 
 
Zur Herstellung eines 2,2 %igen Agarosegels wurden 2,2 g Agarose abgewogen (Waage 
Digi 2000, Wedo, Dieburg, Deutschland), mit 100 ml TAE-Puffer vermischt und aufgekocht 
(Mikrowelle, Bosch, Stuttgart, Deutschland). Unter Rühren (Rührgerät MR 3001, Heidolph, 
Kelheim, Deutschland) wurde die Lösung abgekühlt. Nach Zusatz von 5 µl Ethidiumbromid 
pro 100 ml Lösung wurde das Gel in einen abgedichteten Gelschlitten gegossen, in dem 
ein Gelkamm eingesetzt war. Nach weiterem Abkühlen und Erhärten wurde der Kamm 
entfernt und das Gel mitsamt Schlitten in eine Gelkammer (OWL, Angewandte 
Gentechnologie Systeme GmbH, Heidelberg, Deutschland) gegeben, die mit dem TAE-
Puffer als Laufmittel gefüllt war. Ca. 10 - 20 µl der Proben, die mit dem DNA-Gel-
Ladepuffer versetzt worden waren, konnten in die Geltaschen gefüllt werden (Pipetten, 
Eppendorf; Hamburg, Deutschland; Pipettenspitzen, Sorenson, BioScience Inc., Salt Lake 
City, UT, USA.). Zur Analyse der DNA-Fragmentgrößen wurde ein 50 - 1000 bp großer 
DNA-Marker verwendet. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 40 V über 
40 Minuten (Spannungsgerät E 865, Consort, Heidelberg, Deutschland). Das sich in die 
Nukleinsäure interkalierende Ethidiumbromid ermöglichte die Visualisierung der DNA bei 
312 nm mit einem UV-Transilluminator (IBI, Kodak, Rochester, NY, USA). Zur 
Dokumentation und Auswertung wurde ein Foto mit einer Sofortbildkamera angefertigt 
(Quick Shooter Model QSP, Kodak; Rochester, NY, USA; Filme, Polaroid, 
Dreieich-Sprendlingen, Deutschland). Anhand des DNA-Markers konnten die Größen der 
Proben zugeordnet werden.  
2 Material und Methoden 
 
 
23 
 
2.5  Reinigung der PCR-Produkte 
 
 
Reagenzien: 
 
• Micro SpinTM Columns S-300HR pre-equilibrated in TE buffer (Amersham 
Pharmacia Biotech Inc., Piscataway, NJ, USA) 
 
Durchführung: 
 
Um nicht eingebaute Nukleotide, überschüssige Primer, Puffersalze und Polymerase aus 
der Reaktion zu entfernen, wurde der Ansatz nach erfolgter PCR (siehe Kapitel 2.3.) auf 
eine MicroSpinTM Säule aufgetragen, die zuvor zur Entfernung des Äquilibrierungspuffers 
für eine Minute bei 3000 x g zentrifugiert wurde (Centrifuge 5417 R, Eppendorf, Hamburg, 
Deutschland). Danach wurden 50 µl der DNA-Lösung auf die Säule pipettiert, welche sich 
in einem Reaktionsgefäß (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) befand. Nach der 
Zentrifugation für weitere zwei Minuten bei 3000 x g wurde die gereinigte DNA in einem 
Reaktionsgefäß eluiert. Das Protokoll richtet sich nach den Angaben des Herstellers. Das 
Elutionsvolumen entsprach dem Ausgangsvolumen. 
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2.6  Cycle Sequencing 
 
 
Reagenzien: 
 
• Primer für Rezeptor 1 und 2 
Konzentration: 3 pmol/µl (Tib Molbiol, Berlin, Deutschland) (siehe Tabelle 2.1, 2.2) 
• ABI Prism® Big Dye™ Terminators v3.0 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, 
Darmstadt, Deutschland) 
• H2O (steril) (Roche, Mannheim, Deutschland) 
• Ethanol 
Konzentration: 80% / 100% 
• Sodium-Acetat-Puffer 3M (Sigma, München, Deutschland) 
• Template Suppression Reagent (Perkin Elmer, Rodgau-Jügesheim, Deutschland) 
• Sequenziertubes Genetic Analyzer 0,5 ml stample tubes + Septa for 0,5 ml Sample 
tubes (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) 
 
Durchführung: 
 
Die Vorbereitung auf die Sequenzierung bestand aus vier Schritten. Zunächst wurden die 
DNA-Proben in der konventionellen Polymerasekettenreaktion amplifiziert wie in Kapitel 
2.3 beschrieben. Daraufhin wurden sie gereinigt (siehe Kapitel 2.5) und erneut amplifiziert. 
Die Ergebnisse der PCR wurden dann gelelektrophorisch (siehe Kapitel 2.4) dargestellt. 
Im dritten Schritt erfolgte das Cycle Sequencing. Dieser Schritt diente der Anlagerung von 
fluoreszenzmarkierten Nukleotiden. Die vier verschiedenen dNTPs, die jeweils in einer 
anderen Wellenlänge fluoreszieren, sind im Big Dye™ Mix enthalten. Polymerase, MgCl2 
und Reaction Buffer sind ebenfalls Bestandteile des fertigen Big Dye™ Mixes. Die Primer 
wurden verdünnt und in einer Konzentration von 3 pmol/l benutzt.  
Die Erfahrungen, die man mit der konventionellen PCR bezüglich der verschiedenen 
Parameter wie Annealingtemperatur, Konzentrationen der Reagenzien und Proben 
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gesammelt hatte, waren hilfreich bei der Bestimmung der PCR-Bedingungen (siehe 
Tabelle 2.5) und des PCR-Programms (siehe Tabelle 2.6). 
 
Tabelle 2.5: Optimale Bedingungen für Cycle Sequencing des Leukotrienrezeptors 1 und 2 
Reagenzien Rezeptor 1 Rezeptor 1 (2) Rezeptor 2 
Big Dye™ Mix  4,0 µl   4,0 µl   4,0 µl  
Primer F oder R  1,0 µl   1,0 µl   1,0 µl  
DNA  1,0 µl   1,0 µl   1,0 µl  
H2O  4,0 µl   4,0 µl   4,0 µl  
Endvolumen  10,0 µl   10,0 µl   10,0 µl  
Bemerkung Primer LTR 32,33 Primer LTR 1.1, 
1.2, 2.1, 2.2, 3.1, 
3.2 
Primer LTR 39,42 
 
 
Tabelle 2.6: Cycle Sequencing - Programm für die Leukotrienrezeptoren 1 und 2 
Phasen  Rezeptor 1 Rezeptor 1 (2) Rezeptor 2 
Denaturierung 94 °C 2 Min.  94 °C 2 Min.  94 °C 2 Min.  
Amplifikation       
Denaturierung 96 °C 15 Sek.  96 °C 15 Sek.  96 °C 15 Sek.  
Annealing 54 °C 15 Sek.  51 °C 30 Sek.  60 °C 1 Min.  
Elongation 60 °C 4 Min.  60 °C 4 Min.  60 °C 4 Min.  
Zyklen 28 28 28 
Basenlänge Ca. 1000 bp 1.2 + 1.1 525 bp 
2.2 + 2.1 546 bp 
3.2 + 3.1 405 bp  
998 bp 
 
 
Nach dem Cycle Sequencing erfolgte die Weiterverarbeitung der Proben. Die Proben 
wurden von überflüssigen fluoreszierenden Nukleotiden gereinigt. Das Volumen des PCR-
Produkts betrug 10 µl und wurde mit Wasser zu 20 µl aufgefüllt. Zu der DNA-haltigen 
2 Material und Methoden 
 
 
26 
Lösung wurde ein Zehntel ihres Volumens eines 3 M Sodium-Acetat-Puffers sowie 
2,5 Volumeneinheiten an 100 %igen Ethanol gegeben. Das Gesamtvolumen betrug 50 µl. 
Die Lösung wurde nun bei –20 °C für 30 Minuten gela gert (Gefrierschrank, Bosch, 
Stuttgart, Deutschland) und anschließend bei 20000 x g für weitere 30 Minuten 
zentrifugiert (Centrifuge 5417 R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Der Überstand 
wurde vorsichtig herauspipettiert. Dem Pellet wurden danach 150 µl 80 % Ethanol 
hinzugefügt und erneut bei 20000 x g für zehn Minuten zentrifugiert. Dieser Waschvorgang 
wurde wiederholt. Nach Trocknen der Proben bei 42 °C in einem Wärmeschrank (Heraeus 
B 5042 E, Hanau, Deutschland) wurde das Pellet in 20 µl Template Suppression Reagent 
resuspendiert, für zwei Minuten bei 92 °C denaturie rt und in den Sequenzer gestellt (ABI 
Prism® Genetic Analyzer 310, Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland). Die Lösung 
wurde automatisch in eine Kapillare aufgezogen. Danach erfolgte die Auftrennung 
aufgrund einer konstanten Stromspannung von 12,2 kV. Aus der Abfolge der Signale 
errechtete der Computer die Nukleotidsequenz. Mit dem Computerprogramm Chromas 
(Version 1.45, Technelysium, Australien) konnte die Sequenz dargestellt und analysiert 
werden. 
 
 
2.7 Genotypisierung mit Echtzeit-PCR und 
Hybridisierungssonden 
 
 
Reagenzien: 
 
• Light Cycler DNA Master Mix SYBR Green I (Roche, Mannheim, Deutschland) 
Inhalt: Taq DNA-Polymerase 
MgCl2 10 mM 
Reaction Buffer 
Desoxynukleosidtriphosphate 
Farbstoff SYBR Green 
• Primer 
Konzentration: 20 pmol/µl (Tib Molbiol, Berlin, Deutschland) (siehe Tabelle 2.7) 
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• Sensor und Anchor 
Konzentration: 2 pmol/µl (Tib Molbiol, Berlin, Deutschland ) (siehe Tabelle 2.7) 
• MgCl2-Solution (Roche, Darmstadt, Deutschland)  
Konzentration: 25 mM 
• H2O (steril) (Roche, Darmstadt, Deutschland) 
 
Tabelle 2.7: Primer und Hybridisierungssonden für Leukotrienrezeptor 1 
Primer  Sequenz 
LT1 S A 5’ - gAA TgC AgA AgT CCg Tgg T    
LT1 R S 5’ - ggA CTg gAA ATg ggT TTA AAC TAT AC  
Sonden             
Sensor [C] A 5’ - AAA ggC TgT CTA CAT TCA gAA AgC A  
Sensor [T] A 5’ - AAA ggC TgT CTA CAT TTA gAA AgC A  
Anchor A 5’ - CTT TgT CCA gCg TgA CTT ATg TAC CCA p 
 
 
Durchführung: 
 
Der Light Cycler ist ein PCR-Analysesystem, das sich für die Echtzeit-PCR gut eignet. 
Durch Luft als Medium für den Temperatur-Transfer können die einzelnen PCR-Zyklen 
verkürzt werden und damit die gesamte DNA-Amplikation beschleunigt werden.  
Diese Methode eignet sich zum Nachweis eines Polymorphismus. Dazu werden 
Hybridisierungssonden benötigt. Hierbei handelt es sich um zwei Oligonukleotide, die mit 
einem Farbstoff versehen sind. Die eine Sonde (Sensor) besitzt an ihrem 3’-Ende einen 
Donor-Farbstoff (z.B. Fluorescein) und die andere Sonde (Anchor) am 5’-Ende einen 
Akzeptor-Farbstoff (z.B. LightCycler-Red 640). Diese Sonden sind so konzipiert, dass eine 
davon den umschriebenen Polymorphismuslokus überspannt und die andere in enger 
Nachbarschaft zur ersten Sonde am selben Strang bindet. Ein messbares 
Fluoreszenzsignal entsteht durch eine Interaktion der Sonden in Form einer Floureszenz-
Resonanz-Energie-Transfers (FRET). Das Maß der Fluoreszenz ist abhängig von der 
Menge der amplizierten DNA-Menge. 
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Zur weiteren Differenzierung wird die Schmelzkurvenanalyse durchgeführt. Die 
Schmelztemperatur eines bestimmten Oligonukleotids beschreibt die Temperatur, bei der 
50 % des Oligonukleotids nicht hybridisiert vorliegen. Die Temperatur wird abgeleitet vom 
Wendepunkt oder vom maximalen Amplitudenwert der 1. Ableitung einer Kurve in einem 
Diagramm, das die Fluoreszenz gegen die Temperatur abbildet. Die Temperatur ist für 
jedes Oligonukleotid charakteristisch und abhängig von Länge und dem Guanin- und 
Cytosin-Gehalt. Nach dem letzten Zyklus der Amplikation werden die PCR-Produkte bei 
95 °C denaturiert. Danach erfolgte eine Anlagerungs phase (Annealing), in der sich die 
Sonden bei optimaler Temperatur (45 °C) an die PCR- Produkte anlagern konnten. Jetzt 
wurden die PCR-Produkte langsam (0,10 °C/s) auf 90 °C erhitzt. Hierbei werden die PCR-
Produkte in Einzelstränge gespalten. Dabei lösen sich die Sonden und die Fluoreszenz 
nimmt ab. Man nutzt das Basenpaar-Mismatch. Die Stabilität der Bindung zwischen DNA 
und Oligonukleotiden vermindert sich durch die Basenfehlpaarung im DNA-Doppelstrang 
bei einem Polymorphismus, so dass die „Mismatch-Oligonukleotide“ schon bei niedrigen 
Temperaturen schmelzen und es zu einer Verschiebung der Schmelzkurve kommt. Die 
Richtung der Verschiebung hängt von der verwendeten Sonde (Variante- oder 
Wildtypsonde) ab. Durch das Computerprogramm (Light Cycler, Version 3.5, Roche, 
Darmstadt, Deutschland) erfolgte die mathematische Umrechnung der Daten sowie eine 
graphische Darstellung der Schmelzpunkte. 
Zum Nachweis des Polymorphismus im Leukotrienrezeptor 1 wurden zwei Sonden 
ausprobiert, wobei sich die Sonde für die TT-Variante [T] als geeigneter erwies. Bei der 
Sonde für die CC-Variante [C] lagen die Schmelzpunkte dicht aneinander (60 °C für [C] 
und 62 °C für [T]), so dass sie schwer differenzier bar waren. Die Schmelzpunkte für die 
Sonde der TT-Variante dagegen lagen für [T] bei 57 – 58 °C und für [C] bei 63 – 64 °C. 
Die optimalen Bedingungen für weitere Messungen wurden festgelegt (siehe Tabelle 2.8). 
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Tabelle 2.8: Optimale Bedingungen für den Light Cycler Lauf 
Reagenzien Rezeptor 1 
Master Mix   1,0 µl  
MgCl2 (25 mM)  1,2 µl  
Primer F  1,2 µl  
Primer R  1,2 µl  
Anchor  1,0 µl  
Sensor [C]  1,0 µl  
DNA  1,0 µl  
H2O  2,4 µl  
Endvolumen  10,0 µl  
 
 
Die Lösung (siehe Tabelle 2.8) wurde zusammen pipettiert, wobei man beachtete, dass 
Anchor und Sensor lichtempfindlich waren. Der Master-Mix wurde als Letztes pipettiert, da 
er kühl gelagert werden musste. Nach Durchmischen der Lösung wurden 9 µl des 
Ansatzes vorsichtig in eine Glaskapillare (Light Cycler Capillaries, Roche, Darmstadt, 
Deutschland) pipettiert. Nach Zufügen von 1 µl der DNA-Probe, wurden die Glaskapillaren 
für zehn Sekunden bei 1000 x g zentrifugiert (Centrifuge 5417 R, Eppendorf, Hamburg, 
Deutschland). Jetzt wurden sie in den Light Cycler (Roche, Darmstadt, Deutschland) 
gestellt und das Programm gestartet (Tabelle 2.9). 
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Tabelle 2.9: Light Cycler-Programm für den Rezeptor 1 
Phasen Temperatur Zeit Temperatur 
Transition 
Rate 
Mode Zyklen 
Denaturierung 95 °C 10 Min. 20 °C/s None 1 
Amplifikation     60 
Denaturierung 95 °C 10 Sek. 20 °C/s None  
Annealing 65 °C 10 Sek. 20 °C/s Single  
Elongation 72 °C   5 Sek. 20 °C/s None  
Schmelzkurve     1 
Denaturierung 95 °C 10 Sek. 20 °C/s None  
Annealing 45 °C 10 Sek. 20 °C/s None  
Schmelzen 90 °C 0  0,10 °C/s Continous  
Abkühlen 40 °C 30 Sek. 20 °C/s None 1 
 
 
Nach Beendigung des Programms wurden die Schmelzpunkte graphisch dargestellt und 
konnten analysiert werden. 
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2.8 Statistische Auswertung 
 
 
Zur Beurteilung der Geschlechts- und Altersverteilung in der Fall- und Kontrollgruppe 
wurde der jeweilige prozentuale Anteil der Männer und Frauen sowie das 
Durchschnittsalter mit Standardabweichung bestimmt. Eine Signifikanzanalyse zum 
Vergleich beider Gruppen wurde mittels Fisher’s bzw. Wilcoxon Test durchgeführt. Ein p-
Wert von < 0,05 wurde als signifikant angenommen. Zur Beurteilung der 
Genotypenverteilung bei Fällen und Kontrollen wurde das Hardy-Weinberg-Equilibrium 
herangezogen. Zum Nachweis einer Assoziation zwischen genetischen Polymorphismus 
und einem gegebenen Phänotyp wurde die prozentuale Verteilungen der Genotypen, das 
odd ratio (OR), die 95 % - Konfidenzintervalle (KI 95 %) sowie der p-Wert (p) mittels des 
Fisher’s Exakt-Tests bestimmt. 
 
.
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3 Ergebnisse 
 
 
3.1 Geschlechts- und Altersverteilung 
 
Die Pathogenese der ASS-Intoleranz ist nicht ausreichend erklärt. Aus dem Syntheseweg 
der Leukotriene ergeben sich verschiedene Ansatzpunkte, um eine mögliche Ursache der 
ASS-Intoleranz zu untersuchen. In der vorliegenden Arbeit wurden die Sequenzen der 
Leukotrienrezeptoren 1 und 2 analysiert.  
Insgesamt wurden 133 Fälle und 270 Kontrollen untersucht. Die Fallgruppe bestand aus 
106 Fällen mit ASS-Intoleranz und 27 Fällen mit einer pseudoallergischen Reaktion auf 
NSAID. Die Alters- und Geschlechtsverteilung der Fälle ist in Abbildung 3.1 dargestellt. 
Die Geschlechtverteilung ergab 64,7 % Frauen und 35,3 % Männer. Der jüngste weibliche 
Fall war 18 Jahre, der älteste 87 Jahre und durchschnittlich waren die Frauen 46,9 Jahre 
alt (Standardabweichung 15,1 Jahre). Bei den Männern lag das Alter zwischen 21 und 
71 Jahren und durchschnittlich 50,0 Jahre (Standardabweichung 12,6 Jahre).  
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Abbildung 3.1: Alters- und Geschlechtsverteilung in der Fallgruppe (n=133) 
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Die Zusammenstellung der Kontrollgruppe orientierte sich an der Alters- und 
Geschlechtverteilung des Fallkollektivs. Die Alters- und Geschlechtsverteilung der 
Kontrollen ist in den Abbildung 3.2 dargestellt. Dementsprechend waren in der 
Kontrollgruppe 58,9 % Frauen und 41,1 % Männer. Das Alter der Frauen in der 
Kontrollgruppe war durchschnittlich 55,3 Jahre, wobei die Jüngste 19 Jahre und die 
Älteste 92 Jahre alt war (Standardabweichung 16,1 Jahre). Der Altersdurchschnitt der 
Männer in der Kontrollgruppe lag bei 60,5 Jahre (Standardabweichung 14,9 Jahre). Hier 
war der Jüngste 19 Jahre und der Älteste 93 Jahre alt.  
 
Die statistische Analyse ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Fällen und 
Kontrollen bezüglich des Alters und Geschlechtes (p= 0,279 bzw. p= 0,891). 
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Abbildung 3.2: Alters- und Geschlechtsverteilung der Kontrollen (n=230) 
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3.2 Sequenzierergebnisse 
 
 
3.2.1 Basenaustausch an der Position 927 (Thymin bzw. Cytosin) im Gen für 
den Leukotrienrezeptor 1  
 
 
In der vorliegenden Arbeit wurden die DNA Sequenzen, die für die Leukotrienrezeptoren 1 
und 2 kodieren auf Sequenzvarianten analysiert. Durch eine vergleichende Analyse von 
Fällen mit ASS-Intoleranz und Kontrollen ohne bekannte ASS-Intoleranz sollten Hinweise 
auf eine genetische Suszeptibilität für diesen Phänotyp gewonnen werden. 
Bei den Rezeptoren handelt es sich um G-Protein gekoppelte Rezeptoren mit sieben 
Transmembrandomänen. Der N-Terminus liegt extrazellulär und bindet die Metaboliten. 
Intrazellulär am C-Terminus erfolgt die Bindung des G-Proteins und dort findet die 
Phosphorylierung statt. Das Gen für den Rezeptor 1 liegt auf dem X-Chromosom 
(Xq13-q21), für den zweiten Rezeptor befindet sich das Gen auf dem Chromosom 13q14. 
Zunächst erfolgte die Untersuchung des Leukotrienrezeptor 1. Es wurde der komplette 
kodierende Bereich des Rezeptors 1 sequenziert (1000 Basenpaare). Der kodierende 
Bereich erwies sich als hoch konserviert. Trotzdem wurde eine Sequenzvariante an der 
Position 927 entdeckt. Bei einigen Proben befand sich an der Position 927 statt des 
beschriebenen Thymin ein Cytosin. Zur Qualitätskontrolle wurden 15 Fälle und 
5 Kontrollen wiederholt sequenziert, um mögliche Fehler auszuschließen. Es zeigte sich 
eine 100%ige Übereinstimmung. Ein Thymin an Position 927 wurde als TT-Variante 
definiert (TT), ein Cytosin als CC-Variante (CC) und ein Thymin/Cytosin als 
TC-Variante (TC). Der entsprechende Sequenzabschnitt für alle drei Varianten ist in der 
Abbildung 3.3 exemplarisch dargestellt. 
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T an der Position 927 (TT-Variante) 
 
 
T und C an der Position 927 (TC-Variante) 
 
 
C an der Position 927 (CC-Variante) 
 
Abbildung 3.3: Basenfolge und Sequenzvarianten im kodierenden Bereich des 
Leukotrienrezeptor 1 
Basenfolgen im Sequenzbereich des Rezeptor 1 variierten an der Position 927. In der Sequenz der TT-
Variante befindet sich ein Thymin, bei der TC-Variante ein Thymin/Cytosin und bei der CC-Variante ein 
Cytosin. 
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Die weitere Analyse ergab, dass es sich hierbei um einen genetischen Polymorphismus 
oder Single Nucleotid Polymorphism (SNP) handelt.  
Die Charakterisierung des SNP erfolgte mit Hilfe vorhandener Literatur (Brink et al., 2003). 
Die Position 927 wurde einem Triplett zugeordnet. Es stellte sich heraus, dass die Basen 
der Positionen 925 - 927 einen Codon bilden. Dieses Codon besteht aus TTT oder TTC. 
Beide Varianten kodieren für die Aminosäure Phenylalanin und bilden die 
Aminosäure 309. Eine weitere strukturelle Analyse ergab, dass die Variante intrazellulär 
lokalisiert ist und sich 28 Aminosäuren vor dem C-Terminus befindet. 
Nachdem in den ersten Proben dieser einzige SNP entdeckt wurde, stellte sich die Frage, 
wie häufig diese Sequenzvariante innerhalb der Fallgruppe mit ASS-Intoleranz und der 
Kontrollgruppe auftrat. Zur Klärung dieser Frage wurden insgesamt 133 Fälle und 
270 Kontrollen analysiert. 
Da das Sequenzieren sehr zeitaufwendig war, insbesondere für den Leukotrienrezeptor 1, 
dessen Sequenz in drei Teile geteilt und einzeln sequenziert werden musste, um ein gutes 
Ergebnis zu erzielen, war die nächste Überlegung, eine Methode zu entwickeln, die es 
ermöglichte schnell viele DNA-Proben auf einen SNP zu untersuchen. Mittels Echtzeit-
PCR und Hybridisierungssonden war dies möglich (siehe Kapitel 2.7). 
Die Ergebnisse wurden graphisch in einer Schmelzkurve (siehe Abbildung 3.4) dargestellt. 
Nach mathematischer Umrechnung erfolgte die Darstellung der Schmelzpunkte (siehe 
Abbildung 3.5). 
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Abbildung 3.4: Darstellung der Schmelzkurve 
Auf der X-Achse sind die Temperaturen (°C) aufgetra gen. Die Y-Achse stellt die Stärke der Fluoreszenz (F2) 
dar. Die zunehmende Temperaturerhöhung während der Schmelzkurvenanalyse bewirkt eine Dissoziation 
der fluoreszierenden Farbstoffe, die in der Abnahme der Fluoreszenz erfasst wird. TT = TT-Variante, TC = 
TC-Variante, CC = CC-Variante. 
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Abbildung 3.5: Darstellung der Schmelzpunkte (Tm) für die TT-, TC- und CC-Variante 
Die spezifische Schmelztemperatur (Tm) ist definiert als die Temperatur, bei der 50 % des Produktes als 
Doppelstrang und 50 % als Einzelstrang vorliegt. Die Schmelztemperatur wird in einer negativen Ableitung 
(-dF/dT) dargestellt. Der Wendepunkt der Schmelzkurve markiert den Schmelzpunkt. 
TT = Tm 57,5 °C, CC = T m 63,5 °C, TC = T m 57,5 °C und 63,5 °C 
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Nach der Schmelzpunktanalyse wurden die Ergebnisse der Fälle und der Kontrollen  
gegenübergestellt. Die Tabelle 3.1 zeigt die Verteilung der Genotypen in den beiden 
Kollektiven. 
 
Tabelle 3.1: Verteilung der Genotypen (Position 927) im Gen für den Leukotrienrezeptor 1 
in Fällen und Kontrollen. 
  
Genotyp OR (CI) 
  
TT  TC CC TC und CC Total TC Vgl. TT 
Fall N (%) 74 (55,6) 46 (34,6) 13 (9,8) 59 (44,4) 133 2,042 
(1,271-3,282) 
p=0,00291 
Kontrolle N (%) 184 (68,1) 56 (20,7) 30 (11,1) 86 (31,9) 270 1,0 
 
Aus der Tabelle wird ersichtlich, dass die Häufigkeit der Genotypen mit den TC-Variante 
und CC-Variante signifikant häufiger in der Fallgruppe auftraten (44,4 % zu 31,9 %, 
p-Wert=0,01388). Träger der TC-Variante haben ein zweifach erhöhtes Risiko zur 
Fallgruppe zu gehören im Vergleich zur Kontrollgruppe. Insgesamt wurden 133 Fälle und 
270 Kontrollen bearbeitet. Die Fallgruppe bestand aus n=106 ASS und n=27 NSAIDs ohne 
ASS. Die Ergebnisse der Verteilung der Genotypen in ASS und NSAID Fälle im Vergleich 
zu den Kontrollen stellt die Tabelle 3.2 zusammen. 
 
Tabelle 3.2: Verteilung der Varianten im LTR 1 in ASS und NSAID Fällen im Vergleich zu 
den Kontrollen. 
Phänotyp 
 
Genotyp 
  
TT  TC CC Total 
NSAID N (%) 10 (37,0) 14 (51,9) 3 (11,1) 27 
ASS N (%) 64 (60,4) 32 (30,2) 10 (9,4) 106 
Kontrollen N (%) 184 (68,1) 56 (20,7) 30 (11,1) 270 
 
Hier zeigt sich eine deutliche Steigerung der TC-Variante in ASS-Intoleranten und 
insbesondere in NSAID-Intoleranten Fällen. Die weitere Bedeutung muss in 
Folgeuntersuchungen geklärt werden. 
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Unabhängig wurde die Gesamtgruppe wegen des geschlechtsspezifischen Einflusses 
(Gen auf dem X-Chromosom) geschlechtsabhängig betrachtet (siehe Tab. 3.3 und 3.4). 
 
Betrachtet man die Geschlechtsverteilung der Fälle und Kontrollen, die den 
Polymorphismus aufweisen, so stellt man fest, dass überwiegend Frauen betroffen sind. In 
der Fallgruppe besaßen 57,0 % der Frauen das C-Allel und bei den Männern (Gen liegt 
auf dem X Chromosom) entsprechend 21,3 %. In den Kontrollgruppen unterschieden sich 
die Allelfrequenzen nicht signifikant. Es fällt auf, dass das Risikoallel hier offensichtlich nur 
die TC-Variante ist und folglich auf die Frauen beschränkt bleibt (siehe Tab. 3.3 und 3.4). 
 
Tabelle 3.3: Verteilung des T927C-Polymorphismus in weiblichen Fällen (ASS-und/oder 
NSAID) und Kontrollen. 
  
Genotyp 
  
TT TC CC TC und CC Total 
OR (CI) 
TC Vgl. TT 
Fall N (%) 37 (43,0) 44 (51,2)  5 (5,8) 49 (57,0) 86 1,890 
(1,09-3,277) 
p=0,022 
Kontrolle N (%) 89 (58,2) 56 (36,6)  8 (5,2) 64 (41,8) 153 1,0 
 
Die Subgruppe der Frauen befand sich in der Fall- und Kontrollkollektiv im 
Hardy-Weinberg Gleichgewicht und konnte daher weiter statistisch ausgewertet werden. 
Die Häufigkeit des Polymorphismus ist in der Fallgruppe der Frauen signifikant höher als 
in der Kontrollgruppe (57,0 % zu 41,8 %, OR 1,89). 
 
Die Subgruppe der Männer befand sich nicht im Hardy-Weinberg Gleichgewicht, so dass 
eine weitere Auswertung nur eingeschränkt interpretierbar war. Auffällig zeigten sich zwei 
Männer mit einer TC-Variante. Hierbei handelt es sich um Männer mit mindestens 6 
Allelen bzw. mindestens zwei X-Chromosomen, z. B. Klinefelter-Syndrom (XXY, Häufigkeit 
1:590 - 1:900). 
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Tabelle 3.4: Verteilung des T927C-Polymorphismus in männlichen Fällen (ASS-und/oder 
NSAID) und Kontrollen. 
  
Genotyp 
  
TT TC CC TC und CC Total 
Fall N (%) 37 (78,7) 2 (4,3)  8 (17,8) 10 (21,3) 47 
Kontrolle N (%) 95 (81,2) 0 (0,0) 22 (18,8) 22 (18,8) 117 
 
Zusammenfassend wurde im Leukotrienrezeptor 1 eine Sequenzänderung entdeckt, bei 
der es sich um einen Single Nucleotide Polymorphism (SNP) handelt. Die Auswertung 
ergab eine signifikante Verteilung des SNP bei den ASS-intoleranten Patienten. Ebenfalls 
zeigte sich bei der Auswertung, dass der SNP überwiegend die weiblichen Personen 
betraf, sowohl bei den Fällen als auch bei den Kontrollen. Da der SNP keine Veränderung 
der Aminosäuresequenz bewirkt, stellt sich die Frage, welche Rolle er in der Entstehung 
und Entwicklung der ASS-Intoleranz spielt. 
 
 
3.2.2 Sequenzierung des Gens für den Leukotrienrezeptor 2 
 
 
Nachdem der T927C-Polymorphismus im Leukotrienrezeptor 1 gefunden wurde, wurde 
auch der Leukotrienrezeptor 2 genau untersucht. Die Frage stellte sich, ob auch hier eine 
Sequenzänderung gefunden werden kann und in wie weit sie bei der ASS-Intoleranz 
auftritt. Der ca. 1000 bp große kodierende Bereich wurde durchgesehen aber es wurden 
keine Sequenzänderungen gefunden. Zur Absicherung wurden insgesamt 20 Fälle und 
5 Kontrollen sequenziert. Auf weitere Analysen wurde verzichtet. 
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4  Diskussion 
 
 
4.1 Bedeutung des T927C-Polymorphismus für die Aspirin-
Intoleranz 
 
 
Die Leukotrienrezeptoren (CysLTR1 und 2) kommen in vielen Geweben vor und sind 
involviert in akute und chronische Entzündungsreaktionen sowie allergische Reaktionen. 
Ihre physiologischen Funktionen sind allerdings noch weitgehend unklar. Die CysLTR1 
wurden auf CD34+ hämatopoietischen Stammzellen und CD19+-Zellen (B-Lymphozyten) 
entdeckt (Figueroa et al., 2001). Diese Lokalisation lässt eine noch unentdeckte Rolle von 
CysLTR1 erwarten. Möglicherweise ist der CysLTR1 an der Entwicklung von CD34+-Zellen 
zu Eosinophilen, Monozyten, Makrophagen und lymphozytären Zellen beteiligt. Dies 
würde dann eine physiologische Funktion des CysLTR1 darstellen. Eine weitere 
Entdeckung bestärkt diese Möglichkeit des CysLTR1 (Bautz et al., 2001). Weiterhin 
konnte die Expression der 5-Lipoxygenase in CD34+-Zellen nachgewiesen werden, so 
dass die Zellen wahrscheinlich in der Lage sind, Leukotriene zu bilden. Dies zeigt eine 
mögliche autokrine und parakrine Wirkung der Leukotriene. Diese Wirkung wird in einer 
anderen Studie ebenfalls vermutet (Sjostrom et al., 2002). Hier wurden Mastzellen 
untersucht, die die Möglichkeit einer Leukotrienbiosynthese und eine starke Expression 
des CysLTR1 zeigten. 
 
Leukotriene entwickeln ihre Signalwirkung durch die Bindung an ihre Rezeptoren. Selbst 
wenn eine erhöhte Konzentration an Leukotrienen gebildet wird, sind ihre Wirkungen 
abhängig von der Funktion und Expressionstärke der Rezeptoren. Verschiedene 
Forschungsgruppen haben sich mit diesen Themen auseinandergesetzt, die Konzentration 
galt vor allem dem CysLTR1. Seine Expression wird von verschiedenen Faktoren 
beeinflusst. So hat die Arbeit von Thivierge und Kollegen (Thivierge et al., 2000) gezeigt, 
dass die HL-60/eos Zellen (Eosinophil-Differentiated HL-60 Cells) nach Inkubation mit IL-5 
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eine erhöhte Expression von CysLTR1 mRNA, Translation und verstärkte Aktivität des 
CysLTR1 aufweisen. Interessanterweise fand man den CysLTR1 auf einigen Zellen wie 
den Monozyten gemeinsam mit der IL-5-Rezeptor β-Untereinheit (Figueroa et al., 2001). 
Eine weitere Arbeit beschäftigte sich mit der Wirkung von IL-13, IL-4 und Interferon γ 
(INF-γ) auf Makrophagen und Monozyten (Thivierge et al., 2001). Sowohl IL-13 und IL-4 
induzierten die Erhöhung der CysLTR1 Expression, während INF-γ nur geringe Wirkung 
zeigte. Eine Behandlung der glatten Muskulatur des Respirationstraktes mit INF-γ zeigte 
jedoch eine erhöhte Expression des CysLTR1 (Amrani et al., 2001). INF-γ besitzt 
demnach eine expressionsverstärkende Wirkung in einigen Zellen. Die Expression und 
ihre Höhe sind wahrscheinlich von weiteren Faktoren abhängig, die noch erforscht werden 
müssen. 
 
Die in dieser Arbeit nachgewiesene Basenaustausch im CysLTR1, der die Voraussetzung 
für einen Single Nucleotide Polymorphism (SNP) erfüllt, könnte einen solchen Faktor 
darstellen. Im menschlichen Genom findet man ein SNP einmal in 1200 Basenpaaren, 
wobei die meisten außerhalb von Genen liegen. Lediglich von einem Prozent der SNPs 
werden funktionale Konsequenzen erwartet. Jedes Individuum hat seine eigene 
Zusammenstellung aus SNP. Noch weitgehend unverstanden ist, ob ein oder mehrere 
SNPs eine genetische Empfindlichkeit für verschiedene Erkrankungen oder Reaktionen 
auf Medikamente widerspiegeln (Wang et al., 1998). Mit den zur Verfügung stehenden 
Methoden ist es zwar relativ leicht einen SNP zu finden, während die Analyse seiner 
Funktion noch grössere Schwierigkeiten bereitet. Findet man ein SNP gehäuft bei 
Patienten mit einer Erkrankung, so kann man einen Zusammenhang vermuten. Für einige 
Hauterkrankungen wie die atopische Dermatitis (Cox et al., 1998), die Psoriasis (Asadullah 
et al., 2001) und für maligne Hauttumore (Lear et al., 2000) konnte ein Zusammenhang 
gezeigt werden. Einige Forscher planen daher, die Assoziation der SNP, die mit einer 
Erkrankung korrelieren, wie auf einer Landkarte zu erfassen. SNP wären dann exzellente 
Marker für weitere genetische Analysen, um genetische Risikofaktoren für eine 
Erkrankung zu finden (Ten Asbroek et al., 2001).  
 
In dieser Arbeit wurde eine signifikante Assoziation zwischen dem SNP und der 
ASS-Intoleranz festgestellt. Das Gen für den CysLTR 1 liegt auf dem X-Chromosom. 
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Dadurch war eine geschlechtsabhängige Betrachtung möglich. Insgesamt fiel auf, dass die 
heterozygoten, weiblichen Träger ein erhöhtes Risiko für eine ASS- und NSAID-Intoleranz 
besaßen. Inwieweit hier Dominanzeffekte oder regulatorische Faktoren selektiv binden, 
bleibt Gegenstand weiterer Untersuchungen. Zunächst soll untersucht werden, ob die 
beiden Allele gleichstark exprimiert werden und ob die Levels mit dem klinischen Phänotyp 
assoziiert sind. Dazu sollen die Expressionlevel der Varianten in einem Fall- und 
Kontrollkollektiv mit allelspezifischer PCR quantitativ analysiert werden. Falls eine 
Assoziation gefunden werden kann, könnten sich weitere funktionelle Untersuchungen 
anschließen.  
 
Da der SNP keinen Aminosäurenaustausch bewirkt, scheint er zunächst die Funktion des 
Rezeptors nicht zu beeinflussen. Allerdings kann man die Möglichkeit nicht ausschließen, 
dass der SNP die Translation beeinflusst. Die Stabilität der mRNA kann vermindert sein. 
Die Einschleusung der mRNA in den Protein-Synthese-Apparat kann gestört sein. 
Ebenfalls kann sich die Geschwindigkeit der Translation ändern. Diese Veränderungen 
könnten die Expression des Rezeptors beeinflussen. Eine Untersuchung einiger SNP im 
Dopaminrezeptor D2 ergab, dass die Stabilität der mRNA verringert und auch die 
Expression des Rezeptors verändert war (Duan et al., 2003). Diese Möglichkeit könnte 
auch in diesem Fall vorliegen. 
 
Bei Betrachtung der Leukotrienbiosynthese (Abbildung 1.2) ergeben sich verschiedene 
Ansatzpunkte, die untersucht werden können bzw. bereits untersucht worden sind. So 
wurde zum Beispiel festgestellt, dass die Entzündungszellen wie die Eosinophilen eine 
erhöhte Konzentration an Arachidonsäure, dem Substrat für die Leukotrienbiosynthese, 
bereitstellen. Die Konzentration des Enzyms Phopholipase A2 ist ebenfalls erhöht 
(Calabrese et al., 2000). Bei der Untersuchung der 5-Lipoxygenase fand man Mutationen 
im Promotor, die allerdings keine Veränderungen der Funktion bewirkten. Auch konnten 
die Mutationen nicht in Zusammenhang mit der Erkrankung ASS-Intoleranz gebracht 
werden (In et al., 1997). 
Einen weiteren Ansatz bietet der Polymorphismus im Promotor des Gens für die 
LTC4-Synthase. Es handelt sich um einen Basenaustausch an der Position 444 (Adenosin 
→ Cytosin). Zunächst wurde eine erhöhte Häufigkeit der C444-Variante bei 
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ASS-intoleranten im Vergleich zu ASS-toleranten Personen gefunden (Szczeklik & Sanak, 
2000b). Gleichfalls durchgeführte mechanistische Untersuchungen gaben Anlaß zu der 
Vermutung, dass durch die Sequenzänderung im Promotor eine zusätzliche 
Bindungsstelle für einen Transkriptions-Initiations-Faktor entsteht. Dadurch könnte 
nachfolgend letztlich die Transkriptionsrate erhöht werden (Sanak et al., 2000b). Allerdings 
zeigten eine Reihe von nachfolgenden Studien keine positive Korrelation zwischen dem 
Polymorphismus und den ASS-intoleranten Patienten (Van Sambeek et al., 2000). Daher 
wurde die Vermutung aufgestellt, dass es sich um einen populationsbedingten 
Polymorphismus handeln könnte. Jedoch müssten weitere Studien durchgeführt werden, 
um den Polymorphismus als Erklärung oder genetischen Marker zu etablieren. 
 
Unabhängig von den bereits angesprochenen genetischen Faktoren könnte auch das 
sogenannte microenvironment einen Erklärungsansatz bieten. Eine zentrale Rolle wird 
Interleukin-5 (IL-5) zugeschrieben (Cyr & Denburg, 2001). IL-5 ist ein Zytokin, dass die 
Differenzierung der eosinophilen Vorläuferzellen stimuliert und die Migration und 
Degranulation von reifen Eosinophilen verstärkt. Es wird in Eosinophilen gebildet, die 
ebenfalls eine Rolle in der Entzündungsreaktion spielen (Leff, 2000), (Gauvreau et al., 
1999). In Biopsien aus dem Bronchialgewebe und im Blut von ASS-intoleranten Patienten 
wurden erhöhte Konzentrationen von Eosinophilen gefunden. Im Bronchialgewebe wurden 
auch erhöhte Konzentrationen von IL-5 gemessen (Mastalerz et al., 2001). Weiterhin 
haben Cowburn und Kollegen (Cowburn et al., 1999) aufgezeigt, dass IL-5 in der Lage ist, 
die Expression von 5-Lipoxygenase-aktivierenden-Protein (FLAP) zu verstärken und die 
Umlagerung von 5-Lipoxygenase zu induzieren. Daraus resultiert eine verstärkte Synthese 
von Leukotrienen. 
 
Die Wirkungen und Ansatzpunkte von ASS sind vielfältig. Wir wissen, dass ASS die 
Cyclooxygenasen hemmt: COX I wird durch Azetylierung der Aminosäure Serin in Position 
530 irreversibel gehemmt und die Azetylierung der COX II (Aminosäure Serin in Position 
516) führt zu einer Modifizierung des Enzyms (Rowlinson et al., 2000). Diese Form der 
COX II ist in der Lage 15-HETE zu bilden (ein 15-Lipoxygenase Produkt, siehe Abbildung 
1.2), welche durch die 5-Lipoxygenase metabolisiert wird, wobei unter anderem 
15-Epilipoxin-A4 entsteht (15-epi-LXA4) (Mitchell & Belvisi, 1997). Charakteristischer Weise 
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findet dieser Vorgang transzellulär statt. In Endothelzellen wird 15-HETE gebildet, 
exportiert und von Leukozyten, die das Enzym 5-Lipoxygenase enthalten, in 15-Epi-LXA4 
umgewandelt (Claria & Serhan, 1995). Allgemein haben Lipoxine allerdings 
antiinflammatorische Eigenschaften (Bonnans et al., 2002). Sowohl 15-Epi-LXA4 (auch als 
ASS-getriggerte-LTX4 bezeichnet) als auch das LTX4 entfalten antiinflammatorische 
Wirkung und könnten in Zukunft eine Alternative für antiinflammatorische Therapeutika 
darstellen (Schottelius et al., 2002). 
In diesem Zusammenhang hat eine Studie (Sanak et al., 2000a) gezeigt, dass bei 
ASS-intoleranten im Vergleich zu ASS-toleranten Patienten nach Stimulation durch ASS 
weniger Lipoxine im Blut messbar sind. Dieser Befund deutet an, dass ASS-intolerante 
Patienten möglicherweise weniger Schutz durch Lipoxine besitzen. Weiterhin wurde 
gezeigt, dass Mastzellen und Eosinophile von ASS-Intoleranten eine höhere COX II-
Expression aufweisen (Sousa et al., 1997). Allerdings wurden hier die Konzentrationen an 
Lipoxinen nicht gemessen, man könnte aber vermuten, dass aufgrund der höheren COX II 
Expression auch mehr Lipoxine gebildet werden. Eine weitere unabhängige Studie 
beschäftigte sich mit Epithelzellen aus Polypen von ASS-intoleranten und ASS-toleranten 
Patienten (Kowalski et al., 2000): Ex vivo wurden die Epithelzellen mit ASS behandelt und 
nachfolgend wurde die Konzentration von 15-HETE gemessen. Es wurde bei 
ASS-intoleranten Patienten eine höhere Konzentration an 15-HETE gemessen. Lipoxine 
wurden hier nicht bestimmt. Auch hier könnte man vermuten, dass die Konzentration an 
Lipoxinen erhöht ist, da das Edukt vorhanden war. 
Zusammenfassend kann man sagen, dass die Aussagen der verschiedenen Studien sehr 
heterogen sind. Man nimmt an, dass eine erhöhte COX II Expression eine erhöhte 
Konzentration von 15-HETE bedingt, wodurch eine erhöhte Produktion von Lipoxinen folgt. 
Allerdings bleibt dies sehr hypotetisch, da Konzentrationen nicht gemessen wurden. 
Weiterhin stammen diese Ergebnisse aus unterschiedlichen Zellen: die COX II Expression 
erfolgte in Mastzellen und Eosinophilen, die Konzentration an 15-HETE in Epithelzellen 
von Nasenpolypen und die Konzentration an Lipoxinen im Blut. Diese Datenlage gibt 
Anlass zu weiteren Untersuchungen, um konkrete Aussagen über den Zusammenhang 
zwischen der Bildung von 15-HETE und Lipoxinen in der Pathogenese der ASS-Intoleranz 
machen zu können. 
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Eine weitere Arbeitshypothese lautet, dass die ASS-Intoleranz aufgrund einer chronischen 
viralen Infektion entsteht. Die Rationale beruht einerseits auf Daten, die eine erhöhte 
Empfindlichkeit von viral infizierten Zellen gegenüber Medikamenten und 
Arzneimittelmetaboliten beobachteten (Levy, 1997). Weiterhin gibt es verschiedene 
Erkrankungen, die mit einem infektiösen Geschehen zusammenhängen. Als Beispiel kann 
die Ulkuskrankheit aufgrund der Helicobacter pylori Infektion angeführt werden (Relman, 
1999). Demzufolge könnte eine Infektion die genetische Information der COX modifizieren, 
so dass sie unbekannte Metaboliten produziert, die wiederum die Leukotriensynthese bei 
Einnahme von ASS stimulieren (Jawien, 2002). Ein anderer Ansatz geht davon aus, dass 
bei einer viralen Infektion spezifische zytotoxische Lymphozyten gebildet werden. Bei 
dieser Infektion könnte es sich um eine banale Infektion des Respirationstraktes handeln. 
Die gebildeten zytotoxischen Lymphozyten werden normalerweise durch vorhandenes 
Prostaglandin E2, das in den Makrophagen der Alveolen gebildet wird, gehemmt. Nach 
Einnahme von ASS jedoch wird die COX und somit auch die Prostaglandinsynthese 
gehemmt, und die zytotoxischen Lymphozyten könnten die Zielzellen (z.B. die viral 
infizierten Zellen im Respirationstrakt) attackieren. In der Folge werden verschiedene 
Metaboliten freigesetzt, die einen Asthmaanfall bzw. allergische Reaktionen verursachen 
könnten (Szczeklik, 1988). Bis jetzt allerdings gibt es keine Bestätigung der viralen 
chronischen Infektion bei ASS-Intoleranz. 
 
Somit bleibt die Pathogenese weiterhin ungeklärt. Umso wichtiger ist es, die betroffenen 
Patienten über dieses Krankheitsbild aufzuklären und besonders daraufhin zuweisen, dass 
sie keine Medikamente mit Anti-COX Aktivität einnehmen sollen. 
 
Zusammenfassend kann man sagen, dass die Entdeckung des SNP im CysLTR1 allein 
noch keine Antwort hinsichtlich der Ursache der ASS-Intoleranz gibt. Es sind zunächst 
umfangreiche weitere Untersuchungen nötig, um die Funktion und Auswirkungen des SNP 
auf den CysLTR1 zu charakterisieren. Darüber hinaus sollte untersucht werden, ob die 
Expressionsstärke der Rezeptoren mit dem Krankheitsbild korreliert. Besonders sollte man 
auf die Expressionsstärke der Rezeptoren mit den SNP achten und diese mit der 
häufigeren TT-Variante vergleichen. 
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4.2 Ausblick 
 
 
Die Leukotriene gewinnen weiterhin an Bedeutung. Verfolgt man die Studien und Berichte 
über Leukotriene, so werden die Erkenntnisse ständig erweitert. Nach einem Bericht kam 
es bei Unterfunktion der Leukotrienbildung zu neuronalen Missbildungen (Mayatepek et 
al., 1999). Demzufolge scheinen die Leukotriene eine physiologische Funktion in Bezug 
auf das Nervensystem zu besitzen. Andere Berichte zeigten, dass Leukotriene involviert 
sind in pathologische Prozesse wie das Kolorektale Adenocarcinom, indem sie das 
Überleben von Karzinomzellen erleichtern (Ohd et al., 2003). 
 
Die Entdeckung von Subtypen des CysLTR1 verdeutlichen seine Bedeutung (Walch et al., 
2002) und die dringende Notwendigkeit diese Rezeptoren weiter zu charakterisieren. Eine 
weitere Studie konzentrierte sich auf ein Mausmodell und zeigte, dass durch alternatives 
Splicing des CysLTR1 zwei Isoformen des Rezeptor entstehen (Maekawa et al., 2001). 
Möglicherweise sind die Ursachen der ASS-Intoleranz nicht auf einen Punkt zu reduzieren 
(z.B. einer bestimmten Zelle, einem Organsystem oder einer bestimmten Substanz). 
Angefangen bei der Leukotrienbiosynthese bis zur Expression der Leukotrienrezeptoren 
spielen bei der Pathogenese der ASS-Intoleranz möglicherweise viele Faktoren eine Rolle. 
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5 Zusammenfassung 
 
 
Azetylsalizylsäure (Aspirin®) gehört zu den am häufigsten verwendeten Arzneimitteln der 
Welt. Die Bedeutung von Aspirin® liegt vor allem in der Anwendung als Analgetikum, 
jedoch auch als Thrombozytenaggregationshemmer in der Prävention bei myokardialen 
sowie zerebralen Durchblutungsstörungen. Bei der ASS-Intoleranz handelt es sich um 
eine Unverträglichkeit auf ASS, die sich in unterschiedlicher Symptomatik äußern kann. 
Die Prävalenz einer Intoleranz auf ASS wird mit 0,3 bis 0,9 % der Gesamtbevölkerung 
angegeben. Wichtig bei der ASS-Intoleranz ist, dass es zu Kreuzreaktionen mit NSAIDs 
kommen kann, so dass es sich meist um eine Analgetika-Intoleranz handelt. 
Der Pathomechanismus der ASS-Intoleranz ist noch nicht ausreichend geklärt. Die 
Wirkung von ASS erfolgt durch die Hemmung der Cyclooxygenasen, wodurch die 
Prostaglandinsynthese vermindert wird. Dadurch wird die vorhandene Arachidonsäure 
über die Lipoxygenase zu Leukotrienen verstoffwechselt, die in akute und chronische 
Entzündungsreaktionen involviert sind. Ihre Wirkungen entfalten sie durch Interaktion mit 
spezifischen Rezeptoren, die als Cysteinyl-Leukotrienrezeptoren (CysLTR) bezeichnet 
werden. Leukotriene wirken u.a. chemotaktisch, bronchokontriktorisch und vasoaktiv. 
Verfolgt man den Syntheseweg der Leukotriene, so sind zur Aufklärung der 
ASS-Intoleranz verschiedene Ansatzpunkte möglich. In dieser Arbeit wurden die 
Leukotrienrezeptoren CysLTR1 und CysLTR2 auf genetische Varianten mit Hilfe der 
Sequenziertechnik untersucht. Nur im CysLTR1 wurde eine Sequenzabweichung 
nachgewiesen. Es zeigte sich eine Sequenzvariante an der Position 927 
(Thymin → Cytosin) im kodierenden Bereich des Leukotrienrezeptors 1 (C-Terminus). Die 
weitere Bedeutung der Variante für den Phänotyp ASS-Intoleranz wurde anschließend in 
einer Fall-Kontrollstudie geprüft. Insgesamt wurden 133 Fälle und 270 Kontrollen 
analysiert. 
Die Häufigkeit des Polymorphismus war in der Fallgruppe signifikant höher als in der 
Kontrollgruppe. Da sich das Gen für diesen Rezeptor auf dem X-Chromosom befindet, 
erfolgte eine geschlechtsabhängige Betrachtung. Innerhalb des weiblichen Kollektivs war 
die Häufigkeit in der Fallgruppe signifikant höher als in der Kontrollgruppe (57,0 % zu 
41,8 %, OR 1,89, KI = [1,09 - 3,277]). Statistisch betrachtet, ergab sich hier ein erhöhtes 
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Risiko für eine ASS- und NSAID-Intoleranz innerhalb der heterozygoten, weiblichen Träger 
der Variante. 
Inwieweit dieser Polymorphismus andere Faktoren beeinflusst, bleibt Gegenstand weiterer 
Untersuchungen. Zunächst sollte untersucht werden, ob beide Allele gleichstark exprimiert 
werden und ob die Expressionsstärke der Varianten mit dem klinischen Phänotyp 
assoziiert ist. 
Da dieser Polymorphismus keinen Aminosäurenaustausch bewirkt, stellt sich die Frage, 
inwieweit die Vorgänge in der Translation beeinflusst werden. Hier werden weitere 
Untersuchungen folgen. Insgesamt liefert diese Arbeit einen neuen Ansatzpunkt zur 
weiteren Aufklärung des Pathomechanismus der ASS-Intoleranz. 
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